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Widespread drug-resistant tuberculosis is a global challenge that has a potential to have a negative impact on the global TB situation. Rapid TB 
diagnosis and early initiation of effective treatment based on the individualized chemotherapy regimens underpin efforts in prevention of further 
spread of tuberculosis. Microbiological methods of TB diagnosis that provide evidence of the TB process etiology and identify drug susceptibility of 
the pathogen play a very important role. The review covers the current and emerging methods of the microbiological TB diagnosis including con-
ventional microbiological (microscopy of diagnostic material, cultural studies on solid media and culture fluids) and modern molecular genetic tests 
(DNA strips, biological microchips, multiplex PCR, GeneXpert and diagnostic systems of the new generation and point-of-care tests) and demon-
strates the role of the described methods in the diagnostic TB laboratory algorithm. The example of the Microbiology Department of the Central TB 
Research Institute illustrates the effectiveness of modern developments in the diagnosis of drug-resistant tuberculosis and their impact on improving 
treatment success in the clinical departments of the CTRI. The review presents further prospects of drug-resistant TB diagnosis in relation to the 
new technologies such as Next Generation Sequencing. The conclusion summarizes information on the current state of microbiological diagnosis of 
drug-resistant tuberculosis and emphasizes the importance of developing and introducing new technologies into the diagnostic process.
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, drug resistance, diagnosis by culture, molecular genetic methods, PCR, sequencing. 
(For citation: Ergeshov AE, Chernousova LN, Andreyevskaya SN. New technologies for the microbiological diagnosis of drug-resistant tuber-
culosis. Annals of the Russian Academy of Medical Sciences. 2019;74(6):XXX–XXX. doi: 10.15690/vramn1163)
А.Э. Эргешов, Л.Н. Черноусова, С.Н. Андреевская
Центральный научно-исследовательский институт туберкулеза, Москва, Российская Федерация
Новые технологии диагностики 
лекарственно-устойчивого туберкулеза
Широкое распространение лекарственно-устойчивого туберкулеза является общемировой проблемой и способно негативно повлиять 
на ситуацию по туберкулезу в глобальном масштабе. Быстрая диагностика заболевания и раннее начало эффективного лечения, осно-
ванного на подборе персонализированных режимов химиотерапии, лежат в основе предотвращения распространения туберкулеза. 
Особое значение для диагностики туберкулеза имеют микробиологические методы, которые позволяют обосновать этиологию процес-
са и определить лекарственную чувствительность возбудителя. В обзоре рассматриваются актуальные и разрабатываемые методы 
микробиологической диагностики туберкулеза, включая классические микробиологические (микроскопия диагностического материала; 
культуральные исследования на плотных и жидких питательных средах) и современные молекулярно-генетические (ДНК-стрипы; био-
логические микрочипы; мультиплексная ПЦР; GeneXpert и другие тесты. Оценивается место описанных методов в диагностическом 
алгоритме лабораторий фтизиатрического профиля. На примере работы отдела микробиологии Центрального научно-исследова-
тельского института туберкулеза (ЦНИИТ) иллюстрируется эффективность применения современных разработок в диагностике 
лекарственно-устойчивого туберкулеза и их влияние на улучшение терапии в клинических отделениях. Рассматриваются дальнейшие 
перспективы диагностики лекарственно-устойчивого туберкулеза, связанные с внедрением новейших технологий. В заключение обоб-
щена информация о современном состоянии микробиологической диагностики лекарственно-устойчивого туберкулеза, подчеркивается 
важность разработки и внедрения в диагностический процесс новейших технологий.
Ключевые слова: микобактерии туберкулеза, лекарственная устойчивость, культуральная диагностика, молекулярно-генетические мето-
ды, ПЦР, секвенирование. 
(Для цитирования: Эргешов А.Э., Черноусова Л.Н., Андреевская С.Н. Новые технологии микробиологической диагностики лекар-
ственно-устойчивого туберкулеза. Вестник РАМН. 2019;74(6):XXX–XXX. doi: 10.15690/vramn1163)
Введение
Широкое распространение лекарственно-устойчиво-
го туберкулеза является общемировой проблемой. В Рос-
сии за последние 10 лет на фоне снижения основных 
показателей по туберкулезу (заболеваемости ― на 43,2 %, 
распространенности ― на 42,4 %, смертности ― на 
64,2 %) зафиксирован рост распространенности тубер-
кулеза с множественной лекарственной устойчивостью 
(МЛУ) с 23,4 (в 2008) до 55,3 % (в 2018) и рост первичной 
лекарственной устойчивости с 13,6 (в 2008) до 29,3 % 
(в 2018) [1].
Быстрая диагностика заболевания и раннее начало 
эффективного лечения, основанного на подборе персо-
нализированных режимов химиотерапии, лежат в основе 
предотвращения распространения туберкулеза. В Гло-
бальном докладе по туберкулезу Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) отмечается: «Если бы все больные 
туберкулезом имели доступ к своевременной диагностике 
и лечению высокого качества, то уровень смертности сре-
ди пациентов был бы низким во всех странах» [2, 3].
Особое значение для диагностики туберкулеза имеют 
микробиологические методы, которые позволяют обо-
сновать этиологию процесса и определить лекарственную 
чувствительность возбудителя. Поэтому по итогам первой 
Глобальной министерской конференции ВОЗ «Ликвиди-
ровать туберкулез. Многосекторальный подход», которая 
прошла в ноябре 2017 г. в Москве, в качестве ключевых 
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стратегических направлений, ориентированных на лик-
видацию туберкулеза в мире, была названа разработка 
новых диагностических алгоритмов, включающих со-
вершенствование микробиологической диагностики ту-
беркулеза.
Микроскопические и культуральные 
исследования ― классические методы 
микробиологической диагностики туберкулеза
Традиционные микробиологические методы диа-
гностики туберкулеза ― микроскопия диагностического 
материала и культуральные исследования ― сохраняют 
свою актуальность.
Микроскопия не имеет прямого отношения к диагно-
стике лекарственной устойчивости, несмотря на невы-
сокую чувствительность и специфичность метода, позво-
ляет быстро и с минимальными финансовыми затратами 
оценить массивность бактериовыделения и осуществить 
контроль эффективности химиотерапии, в том числе ле-
карственно-устойчивых форм туберкулеза [4−6].
Так как методы микроскопии имеют низкую про-
пускную способность и оказывают высокую нагрузку на 
зрение микроскописта, современные разработки в этой 
области направлены на оцифровку изображения и пере-
дачу его на экран монитора. Большое значение уделяется 
и портативности оборудования. Например, цифровой 
флуоресцентный микроскоп с аккумуляторным питанием 
CellScope (Fletcher Lab, UC Berkeley, США) имеет малые 
размеры (20 × 20 × 10 см) и массу (около 3 кг). Система 
была создана на основе микроскопа с увеличением на 200, 
но генерированные на экран цифровые изображения мо-
гут быть увеличены непосредственно на экране монитора 
до 3500 без потери резкости [7].
Существенно снизить трудоемкость процесса микро-
скопии и увеличить пропускную способности метода 
позволит автоматизированная система TBDx (Signature 
Mapping Medical Sciences, США), которая автоматически 
загружает окрашенные мазки и проводит анализ цифро-
вого изображения. Эта платформа состоит из высокока-
чественного микроскопа и системы визуализации. В ми-
нимальной комплектации система может автоматически 
обрабатывать 1−4 мазка, а при оснащении роботизиро-
ванной каруселью для загрузки стекол ― от 50 до 200 маз-
ков. Запатентованное программное обеспечение считы-
вает изображения для обнаружения окрашенных клеток. 
Чтение каждого мазка занимает около 5 мин, следова-
тельно, анализ 200 мазков занимает около 16 ч без участия 
оператора [8]. Для окрашивания мазков перед внесением 
в систему могут быть использованы автоматизированные 
высокопроизводительные окрашивающие платформы, 
например RAL Stainer (RAL Diagnostics, Франция) или 
Aerospray TB Series 2 (ELITechGroup, Франция). Изучение 
целесообразности применения TBDx для диагностики 
туберкулеза, проведенное в Южной Африке, продемон-
стрировало, что результаты, полученные с использова-
нием автономной системы, оказались сопоставимы с ре-
зультатами, получаемыми опытными микроскопистами, 
поэтому TBDx является идеальным диагностическим 
решением в ситуации отсутствия квалифицированных 
специалистов [9, 10].
Интересное решение для автоматизации микроско-
пии было предложено ранее корпорацией Becton Dick-
inson (далее BD; США). В 2015 г. ими был анонсирован 
прибор Microimager с полной автоматизацией процесса 
микроскопии, включающей, помимо загрузки мазков 
и анализа изображения, процедуру окрашивания мазков 
[11]. К сожалению, из-за технических сложностей про-
изводители отказалась от разработки этого инструмента 
и поэтому он не появится на рынке.
Культуральные исследования ― «золотой стандарт» 
в диагностике ЛУ ТБ. Основная проблема культуральной 
диагностики ТБ связана с тем, что микобактерии тубер-
кулеза (МБТ) относятся к медленнорастущим микроор-
ганизмам. Традиционно используемое культивирование 
на плотных питательных средах позволяет получить ви-
димый рост культуры в сроки от 2 нед до 3 мес, и затем 
провести тест на чувствительность к противотуберкулез-
ным препаратам (ПТП), который занимает от 3 до 4 нед. 
Следовательно, от момента получения диагностического 
материала до момента установления лекарственной чув-
ствительности на плотных питательных средах может 
пройти более 3 мес. Поэтому главным направлением 
совершенствования культуральной диагностики туберку-
леза является сокращение времени получения результата 
исследования. Прогресс в этой области был достигнут 
еще в конце прошлого века за счет разработки и внедре-
ния коммерческих систем культивирования микобакте-
рий на жидких питательных средах с автоматизирован-
ной регистрацией роста и с тех пор не было предложено 
никаких инноваций. Сегодня на рынке представлены три 
производителя автоматизированных систем на основе 
культивирования в жидких средах: BacT/ALERT3D (bio-
Mérieu, Франция), BACTEC MGIT (BD, США) и относи-
тельно новый продукт ― платформа Mycolor TK (Salubris, 
Турция) [12−14].
Использование современных технологий культивиро-
вания микобактерий на жидких средах с автоматической 
регистрацией роста позволило сократить сроки полу-
чения культуры в среднем до 10 сут, а также повысить 
выявление микобактерий туберкулеза на 10−15 % по 
сравнению с культивированием на плотных питательных 
средах [4, 6, 13].
В России с 2003 г. используется технология BACTEC 
MGIT. Преимущества автоматизированной системы 
культивирования BACTEC MGIT 960/320 перед культу-
ральными исследованиями на плотных питательных сре-
дах обеспечиваются высокой эффективностью стандарти-
зованных и сертифицированных по ISO9001 производств 
реагентов и сред, а также поддержанием стандартных 
протоколов исследований. Испытания и валидирование 
технологии были проведены в Центральном научно-ис-
следовательском институте туберкулеза (ЦНИИТ), ко-
торый с 2008 г. является учебным центром № 1 на право 
проводить обучение работе на BACTEC MGIT. За время 
существования центра было обучено более 300 врачей-
бактериологов.
Использование BACTEC MGIT 960 позволяет в ко-
роткие сроки после получения культуры определять ле-
карственную чувствительность ко всем противотуберку-
лезным препаратам 1-го ряда и большинству препаратов 
2-го ряда [5, 6, 13, 15]. В 2015 г. для унификации опре-
деления лекарственной чувствительности микобактерии 
туберкулеза микробиологами ЦНИИТ были разработа-
ны Стандартные операционные процедуры на определе-
ние лекарственной чувствительности к 10 препаратам II 
ряда [16]. Недавно проведенное исследование (совместно 
с Владимирским Областным противотуберкулезным дис-
пансером) позволило расширить спектр препаратов для 
определения ЛУ в системе BACTEC MGIT 960, впервые 
установив критические концентрации для определения 
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лекарственной чувствительности к циклосерину и ПАСК 
(пара-аминосалициловая кислота) [17].
В целом системы с автоматической регистрацией ро-
ста культуры в жидкой среде являются совершенным ин-
струментом для проведения культуральной диагностики 
туберкулеза и постановки тестов лекарственной чувстви-
тельности, но высокая стоимость оборудования делает 
их недоступными для повсеместного применения. По-
этому для стран с низким экономическим уровнем ВОЗ 
рекомендует использование недорогих некоммерческих 
методов, таких как MODS (от microscopic-observation 
drug-susceptibility ― микроскопическая детекция лекар-
ственной чувствительности). Метод MODS заключается 
в микроскопической детекции начала роста культуры 
в жидкой среде, причем выявление роста микобактерий 
туберкулеза. Определение лекарственной чувствитель-
ности проводится параллельно путем одновременного 
посева диагностического материала на среду для выяв-
ления микобактерий туберкулеза и на среды с противо-
туберкулезными препаратами. Такой подход, по данным 
мультицентрового исследования, позволял получить ре-
зультат устойчивости к противотуберкулезным препара-
там в среднем через 14,3 дня, в то время как на BACTEC 
MGIT аналогичный результат был получен в среднем 
через 24,7 дня [18]. Усовершенствование метода MODS 
было предложено группой исследователей из лаборатории 
инфекционных болезней университета Peruana Cayetano 
Heredia (Лима, Перу) при поддержке Wellcome Trust. Ис-
пользование индикатора 3-дифенил-5-(2-тиенил) тетра-
золия, меняющего цвет при росте культуры, позволило 
контролировать рост микроколоний по изменению цвета 
среды и только после этого проводить подтверждающие 
микроскопические исследования [19].
Молекулярно-генетические тест-системы 
в диагностике лекарственно-устойчивого 
туберкулеза
Применение для диагностики туберкулеза молеку-
лярно-генетических методов позволяет сократить срок 
получения результата анализа до 1 сут, что делает это 
направление наиболее перспективным и востребован-
ным [20]. Лежащий в основе молекулярно-генетической 
диагностики метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в различных ее вариантах позволяет использовать для 
анализа диагностический материал, выделенный от боль-
ных: выявление видоспецифических фрагментов ДНК 
возбудителя свидетельствует о наличии в образце мико-
бактерий туберкулеза, и выявлять мутации в генах, ассо-
циированных с резистентностью.
Рынок молекулярно-генетических технологий сегод-
ня максимально насыщен разнообразными разработка-
ми, и важно понимать, какой из существующих методов 
целесообразно применять в клинико-диагностических 
лабораториях разных уровней. В настоящее время при 
определении лекарственной чувствительности молеку-
лярно-генетическими методами используется несколько 
подходов. Все они основаны на знаниях о мутациях, ассо-
циированных с лекарственной устойчивостью к тому или 
иному противотуберкулезному препарату [21].
Гибридизационные технологии определения геноти-
пической лекарственной устойчивости, основанные на 
связывании продуктов ПЦР со специфическими зон-
дами-олигонуклеотидами, иммобилизированными на 
матрице, которая представляет собой биологический 
микрочип или ДНК-стрип, широко применяются у нас 
в стране и за рубежом.
ДНК-стрипы являются относительно недорогим 
методом, но обладают достаточно низкой чувствитель-
ностью, а следовательно, могут быть применены для 
образцов с положительным микроскопическим иссле-
дованием или для определения генотипической устой-
чивости у культур микобактерий. На мировом рынке 
присутствует несколько компаний-производителей ДНК-
стрипов для определения генотипической устойчивости, 
два из которых ― наборы производства Hain Lifescience 
и INNO-LiPA ― одобрены ВОЗ [11, 22].
В Российской Федерации применяются ДНК-стрипы 
производства Hain Lifescience (Германия): GenoType 
MTBDRplus, позволяющий определять устойчивость ми-
кобактерий туберкулеза к рифампицину и изониазиду, 
и GenoType MTBDRsl, предназначенный для определе-
ния устойчивости к фторхинолонам, этамбутолу и ами-
ногликозидам/циклическим пептидам. Группа экспертов 
ВОЗ по данным метаанализа отметила высокую специ-
фичность ДНК-стриповой тест-системы на определение 
устойчивости к рифампицину и изониазиду (98 и 92 % со-
ответственно по каждому препарату) и высокую чувстви-
тельность (≥ 90 %), а чувствительность и специфичность 
тест-системы GenoType MTBDRsl была признана удов-
летворительной (≥ 70 и ≥ 81 % соответственно) [22, 23].
В 2011 г. ЦНИИТ проводил испытания и валидацию 
систем Hain Lifescience, а также обучение специалистов 
и распространение этой технологии.
Биологические микрочипы представляют собой бо-
лее совершенный инструмент по сравнению с ДНК-
стрипами, поскольку нанесение большого количества 
зондов на маленькой поверхности повышает информа-
тивность анализа и имеет потенциал для дальнейшего 
расширения числа мишеней. Считывание результатов 
проводится с помощью специальных приборов по интен-
сивности флюоресценции, а анализ результатов осущест-
вляется с использованием специального программного 
обеспечения.
Первые отечественные микрочипы начали разраба-
тываться с 2000 г. группой исследователей из Инсти-
тута молекулярной биологии РАН с участием ЦНИИТ 
и Московского городского научно-практического центра 
борьбы с туберкулезом и были первыми в мире [24]. 
Тест-система «ТБ-Биочип-1» позволяет определить 27 то-
чечных мутаций в гене rpoB, связанных с устойчивостью 
к рифампицину, и мутации в генах katG (11 мутаций), inhA 
(5 мутаций) и ahpC (5 мутаций), которые ассоциированы 
с устойчивостью к изониазиду. Специфичность метода 
составляет 95 % при установлении устойчивости к рифам-
пицину и более 80 % ― к изониазиду, предел детекции 
метода ― не менее 500 геном-эквивалентов в пробе ПЦР 
[25]. «ТБ-Биочип-2» выявляет 10 вариантов точечных 
мутаций в гене gyrA, ассоциированных с устойчивостью 
к фторхинолонам, а его специфичность составляет не 
менее 80 % [26]. Относительно новый продукт ― набор 
«ТБ-тест» ― позволяет в формате одного чипа выявлять 
ДНК микобактерий, определять мутации в генах rpoB, 
katG, inhA, ahpC, gyrA, gyrB, rrs, eis, embB, ассоцииро-
ванных с устойчивостью к рифампицину, изониазиду, 
этамбутолу, аминогликозидам, циклическим пептидам 
и фторхинолонам, а также устанавливать генотипическую 
линию микобактерий [27].
В целом, несмотря на простоту анализа, для должного 
использования гибридизационных технологий необходи-
мо зонирование лаборатории и наличие оборудования для 
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различных процессов (выделение ДНК, амплификация, 
гибридизация и интерпретация данных), поэтому опреде-
ление лекарственной чувствительности с использованием 
гибридизационных технологий возможно только в круп-
ных диагностических центрах фтизиатрического профиля 
с высококвалифицированным персоналом.
Картриджная технология GeneXpert (Cepheid, США), 
напротив, позволяет максимально упростить процесс 
анализа и в очень короткие сроки (в течение 2 ч) одно-
временно выявлять видоспецифические последователь-
ности ДНК МБТ и с высокой достоверностью определять 
устойчивость микобактерий туберкулеза к рифампици-
ну. Для диагностики устойчивости к рифампицину ис-
пользуются молекулярные зонды, перекрывающие всю 
целевую поверхность гена rpoB [28]. Применение этой 
тест-системы полностью исключает риск контаминации, 
так как и выделение ДНК, и амплификация происходят 
последовательно в закрытом картридже. Поэтому метод 
может быть использован в неспециализированных лабо-
раториях. Технология была разработана в США в 2009 г., 
одобрена ВОЗ и рекомендована для быстрой диагности-
ки туберкулеза, особенно в странах с высоким уровнем 
распространенности туберкулеза и распространением 
ВИЧ-инфекции. Данная технология позволяет выявлять 
устойчивость к рифампицину с чувствительностью 99,1 % 
и исключать устойчивость со 100 % специфичностью. 
В 2011 г. в отделе микробиологии ЦНИИТ в сотрудни-
честве с Центром по контролю и профилактике заболе-
ваний (Centers for Disease Control and Prevention, CDC; 
США) проведена валидация технологии, а в 2013 г. техно-
логия получила распространение по всей России [29, 30].
Несмотря на то, что использование картриджной тех-
нологии для диагностики представляется дорогим для 
большинства стран с низким и среднем уровнем эконо-
мики, для которых характерен высокий уровень заболе-
ваемости туберкулезом, технология GeneXpert остается 
доминирующей на мировом рынке продуктов для моле-
кулярно-генетической диагностики туберкулеза и про-
должает активно развиваться.
Недавно компания Cepheid выпустила новый кар-
тридж Xpert MTB/RIF Ultra, который имеет большую 
чувствительность и требует меньше время проведения 
анализа по сравнению со своим прототипом, а также 
разрабатывает новый картридж Xpert XDR для под-
тверждения МЛУ и определения широкой лекарствен-
ной устойчивости возбудителя (определяет устойчивость 
к изониазиду, фторхинолонам и аминогликозидам) [31].
Кроме этого, компания Cepheid объявила о разра-
ботке нового продукта GeneXpert Omni ― портативного 
прибора с аккумуляторным питанием, предназначенного 
для работы с картриджами Xpert в периферийных лабора-
ториях или в полевых условиях [11, 31].
Наиболее перспективной технологией определения 
генотипической устойчивости является мультиплекс-
ная ПЦР. Ее основным преимуществом по сравнению 
с гибридизационными технологиями являются отсут-
ствие этапа гибридизации и оценка результатов в режиме 
реального времени, что сокращает время анализа, сводит 
к минимуму риск контаминации и оптимально для лабо-
раторий с большим потоком анализов.
Сегодня в мире существует достаточно большое чис-
ло подобных наборов, которые не имеют сертификации 
ВОЗ, но одобрены национальными надзорными орга-
нами, однако первая такая система была разработана 
в России в 2010 г. при сотрудничестве ЦНИИТ и ком-
пании «Синтол» для выявления мутаций, ассоцииро-
ванных с устойчивостью к рифампицину и изониазиду, 
с использованием оригинальной мультиконкурентной 
аллельспецифичной ПЦР в режиме реального времени. 
Эта тест-система позволяет в формате одного ПЦР-
стрипа определить устойчивость к рифампицину и изо-
ниазиду за счет выявления наиболее распространенных 
точечных мутаций в генах rpoB (11 вариантов), katG (3 
варианта) и inhA (1 вариант). Совпадение результатов 
применения этой тест-системы с данными культураль-
ной диагностики составляет 94 % [32, 33]. Новой тест-
системой, зарегистрированной в Российкой Федерации 
в 2017 г., является набор «Амплитуб-FQ-РВ» (Синтол, 
Россия), позволяющий в режиме реального времени 
выявлять генетические маркеры ДНК микобактерий 
туберкулезного комплекса, ассоциированные с устой-
чивостью к фторхинолонам, с диагностической чувстви-
тельностью 97 % и аналитической чувствительностью не 
более 100 клеток микобактерий туберкулеза на образец 
и специфичностью 98 %. Комбинация «Амплитуб-МЛУ-
РВ» и «Амплитуб-FQ-РВ» позволяет с наименьшими 
материальными и временными затратами выявлять ре-
зистентность микобактерий туберкулеза непосредствен-
но в диагностическом образце.
Новейшие диагностические системы, которые были 
выпущены на рынок только в прошлом году, характери-
зуется низкой стоимостью анализа, быстрым получени-
ем результата, высокой надежностью и мобильностью 
оборудования. Для проведения анализа используются 
картриджи или чипы нового поколения, использующие 
технологию lab-on-chip.
Тест Truenat MTB (Molbio Diagnostics, Индия) пред-
ставляет собой ПЦР в режиме реального времени в фор-
мате микрочипа, проходящую в портативном устройстве 
с питанием от аккумулятора, результат которой можно 
получить менее чем за час. Обработка мокроты и вы-
деление ДНК осуществляется в приборе для подготовки 
образцов также с аккумуляторным питанием, с использо-
ванием протокола на основе наночастиц. По сообщени-
ям производителей, чувствительность и специфичность 
Truenat MTB подобны Xpert MTB/RIF [34].
Набор Mycobacterium iD Test-kit, используемый 
в комплекте с инструментом Genedrive (Epistem Ltd., 
Великобритания), также предназначен для выявления 
ДНК возбудителя и определения устойчивости к рифам-
пицину методом ПЦР в режиме реального времени. Для 
проведения теста требуется минимальная подготовка диа-
гностического материала, заключающаяся в нанесении 
и инкубации образца на специальной лизирующей бу-
маге, которая затем помещается в картридж. Устройство 
Genedrive позволяет за один раз тестировать один образец 
мокроты (1 картридж) в течение одного часа с чувстви-
тельностью и специфичностью более 95 % [35].
Тест VereMTB (Veredus Laboratories, Сингапур) вы-
пущен на рынок для использования только в исследо-
вательских целях, но не для клинической диагности-
ки, и используется совместно с платформой VerePLEX 
Lab-on-Chip. Данная тест-система позволяет проводить 
тест на наличие в диагностическом образце Mycobacte-
rium tuberculosis, Mycobacterium avium, Mycobacterium intra-
cellulare, M Mycobacterium simiae / kansasii / scrofulaceum, 
Mycobacterium abscessus / chelonae, Mycobacterium xenopi 
и Mycobacterium fortuitum, а также определять устойчивость 
к рифампицину и изониазиду с пределом детекции 100 ге-
ном-эквивалентов. Время получения результата без учета 
времени, затрачиваемого на выделение ДНК, составляет 
менее 3 ч [36, 37].
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Готовятся к выходу на рынок и новые тест-системы, 
основной акцент в которых сделан на возможности их 
применения в формате point-of-care (у постели больного), 
для чего создаются портативные инструменты с аккуму-
ляторным питанием, обеспечивающие быстрое получе-
ние результата с минимальным участием оператора. Они, 
как и описанные выше тест-системы нового поколения, 
предназначены для выявления МБТ и определения гено-
типической резистентности к рифампицину или, реже, 
к рифампицину и изониазиду [11].
Несмотря на то, что были достигнуты успехи в раз-
работке методов молекулярной диагностики туберкулеза, 
сложная процедура выделения ДНК остается существен-
ным препятствием для повсеместного распространения 
этих технологий. Учитывая, что в качестве диагностиче-
ского материала при выявлении туберкулеза чаще всего 
используется мокрота, представляющая собой вязкую 
субстанцию вследствие большого содержания муцинов, 
к реагентам для пробоподготовки образцов мокроты 
предъявляются особые требования, обязательным из ко-
торых является эффективное разжижение образца. Кро-
ме того, необходимо учитывать, что клеточная стенка 
представителей рода Mycobacterium отличается высокой 
прочностью и устойчивостью к различным химическим 
воздействиям. Для совершенствования этапа выделения 
ДНК компанией «Синтол» в сотрудничестве с ЦНИИТ 
был разработан реагент «Амплитуб-Преп», содержащий 
компоненты, обладающие муколизирующими свойства-
ми, и компоненты, способствующие разрушению внеш-
него липидного слоя клеточной стенки микобактерий, 
вследствие чего достигается полная гомогенизация и раз-
жижение респираторных образцов, разрушение внешнего 
слоя клеточной стенки микобактерий при полной сохран-
ности ДНК микобактерий [38]. Применение данного ре-
агента существенно облегчает работу с диагностическим 
образцом при проведении молекулярно-генетических 
методов диагностики, однако выделение ДНК микобак-
терий остается длительным и трудоемким процессом, 
требующим высокой концентрации внимания персонала. 
Для упрощения этапа выделения ДНК возможно ис-
пользование роботизированных станций, позволяющих 
автоматизировать рутинные лабораторные процедуры, 
исключая влияние «человеческого фактора», что при-
водит к снижению числа ошибок, повышению произ-
водительности и биобезопасности и, в конечном итоге, 
улучшает качество исследования.
В настоящее время на рынке доступны три платфор-
мы: m2000sp (Abbott Molecular, США),COBAS (Roche 
Diagnostics, Швейцария) и высокопроизводительная 
платформа компании Hain Lifescience (Германия), 
включающая прибор GenoXtract 96 для выделения ДНК 
в формате 96-луночного планшета и прибор FluoroCycler 
96 для последующего проведения амплификации [11, 
39, 40]. Две платформы находятся в разработке ― BD 
MAX (BD, США) и ProT Workt WorkTop TruTip (Akonni 
Biosystems, США) [41, 42]. Все закрытые платформы для 
выделения ДНК имеют параметры, жестко заданные 
производителем, и приспособлены для работы с реаген-
тами и расходными материалами той же фирмы. Изме-
нение рабочего алгоритма пользователем невозможно. 
Несмотря на то, что за счет этого обеспечивается высо-
кая надежность получаемого результата, возможности 
диагностической лаборатории оказываются ограничены, 
«привязывая» рабочий процесс к определенному произ-
водителю. Поэтому в ЦНИИТ в работу отдела микро-
биологии для автоматизированного выделения ДНК 
из диагностического материала внедрена платформа 
Freedom EVO 150 (Tecan, Швеция). Эта роботизирован-
ная станция способна к любой модернизации в зависи-
мости от потребностей пользователя путем изменения 
конфигурации рабочего стола, набора манипуляторов 
и программирования прибора и позволяет использовать 
любые типы одноразового пластика и наборы реагентов, 
в том числе и отечественного производства. В результате 
ее внедрения была повышена чувствительность моле-
кулярно-генетических тестов, снижены трудозатраты 
и вероятность контаминации при выделении ДНК и уве-
личен поток проводимых анализов [43].
Из приведенной выше информации следует, что су-
ществующие методы молекулярно-генетической диагно-
стики лекарственной устойчивости предъявляют разные 
требования к инфраструктуре лаборатории и квалифика-
ции специалистов.
Представляется целесообразным на базе уже суще-
ствующих ПЦР-лабораторий использовать автоматизиро-
ванные станции для выделения ДНК, а для диагностики 
лекарственной чувствительности применять гибридиза-
ционные или основанные на ПЦР в режиме реального 
времени методы, тем самым увеличив пропускную спо-
собность лаборатории. 
При оборудовании неспециализированных лаборато-
рий акцент должен быть сделан на различные варианты 
технологий, подразумевающих минимальную квалифика-
цию персонала и не требующих зонирования помещений, 
такие как GeneXpert, TrueNat и т.д.
Рационально ли применять картриджные системы 
и подобные инструменты в специализированных про-
тивотуберкулезных лабораториях высокого уровня? На 
наш взгляд, при необходимости экстренной диагностики 
это оборудование может быть использовано, но во всех 
остальных случаях, особенно при большом потоке образ-
цов, смысла в их ежедневном применении нет. Например, 
в отделе микробиологии ЦНИИТ существует отработан-
ный диагностический алгоритм, который позволяет при 
поступлении диагностического материала утром к сере-
дине рабочего дня получать результат о наличии в образце 
ДНК МБТ и при достаточном количестве ДНК ― к утру 
следующего дня иметь информацию о чувствительности 
к основным противотуберкулезным препаратам ― ри-
фампицину, изониазиду и фторхинолонам (работы про-
водятся с использованием автоматизированной станции 
Freedom Evo, реагента для предобработки «Амплитуб-





Говоря о дальнейших перспективах лабораторной ди-
агностики туберкулеза, необходимо отметить новейшие 
технологии секвенирования, так называемое секвени-
рование нового поколения (next generation sequencing, 
NGS), пришедшее на смену методу Сэнгера [44, 45]. Тех-
нологии NGS способны в короткий промежуток времени 
(часы-дни) обеспечить прочтение участков бактериаль-
ных геномов разной протяженности, которые затем могут 
быть собраны в более длинные или даже целые геномные 
последовательности с использованием биоинформатики.
Благодаря этому из одного образца можно получить 
исчерпывающую информацию о возбудителе, включа-
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ющую видовую идентификацию, определение генети-
ческих детерминант, ассоциированных с лекарственной 
устойчивостью ко всему спектру противотуберкулезных 
препаратов, и определить молекулярно-эпидемиологи-
ческие маркеры, устанавливающие принадлежность ми-
кобактерий туберкулеза к мировым штаммовым линиям.
В настоящее время на рынке представлено множество 
платформ для NGS, в том числе инструменты со средней 
и высокой пропускной способностью, например Bio-Rad 
Laboratories (GnuBio); Illumina (MiSeq, HiSeq и Next-
Seq); Oxford Nanopore (minION, PromethION, GridION); 
PacBio (Sequel и RS2); Thermo Fisher (SOLiD, S5, personal 
genome machine [PGM], Proton); Qiagen (GeneReader) 
и Vela Diagnostics NGS platform (Singapore). Перечис-
ленные платформы отличаются друг от друга размером 
и стоимостью одного «чтения» и частотой ошибок. При-
чем размер чтения часто является критическим пара-
метром при работе с микобактериями. Дело в том, что 
геном противотуберкулезным препаратам содержит мно-
жественные повторяющиеся элементы, длина которых 
составляет от сотен до тысяч пар оснований (п.о.). NGS, 
обеспечивающие короткие «чтения» (менее 1000 п.о.), 
например, производства Illumina и Thermo Fisher, не спо-
собны перекрыть эти повторы, что делает невозможной 
сборку полного генома. Однако NGS, способные делать 
длинные «чтения» (более 5000 п.о.), такие как технологии 
PacBio и Oxford Nanopore, лишены такого недостатка [46, 
47]. При этом платформы, осуществляющие короткие 
«чтения», идеальны для таргетного секвенирования, по-
зволяющего детально изучить последовательность любого 
из генов, ассоциированных с ЛУ.
Для определения точной генетической основы рези-
стентности к большинству противотуберкулезным пре-
паратам созданы базы данных, такие как TBDreamDB 
и MUBII-TB-DB, содержащие информацию о мутаци-
ях, ассоциированных с лекарственной устойчивостью 
[48−51]. Дополнительно разработан программный ин-
струмент «TB profiler», основанный на информации об 
устойчивости микобактерий туберкулеза к 11 препаратам 
вследствие 1325 мутаций, который позволяет обработать 
данные секвенирования и предсказать ЛУ in silico [52]. 
Уже существуют исследования с достаточной степенью 
надежности предсказывающие устойчивости по данным 
полногеномного секвенирования культур МБТ [53, 54].
Существует ряд проблем, с которым может стол-
кнуться реализация NGS в клинических целях [55, 56]. 
Во-первых, это количество и качество исследуемой ДНК: 
могут возникнуть трудности при тестировании олигоба-
циллярных клинических образцов из-за недостаточного 
количества материала для анализа. Кроме того, картина 
секвенирования может быть искажена вследствие при-
меси ДНК неспецифической микрофлоры. Поэтому со-
временные пилотные исследования в качестве источника 
ДНК используют, как правило, чистую культуру возбуди-
теля [54, 57].
Во-вторых, определенную проблему для широкого 
распространения NGS представляет огромный мас-
сив данных, получаемый при проведении исследова-
ний. Обработка данных подразумевает картирование 
(mapping) или сборку генома, определение базового 
варианта и сравнительный филогенетический анализ. 
Программное обеспечение и алгоритмы для каждого из 
этих этапов достаточно сложны и требуют навыков био-
информатики.
Частично решить эту проблему позволит платформа 
Re-Seq, которая была запущена в апреле 2016 г. и позво-
ляет в свободном доступе любым лабораториям загружать 
и анализировать данные NGS [58].
Следовательно, в настоящее время подготовка образ-
цов, сама процедура секвенирования и обработка полу-
ченных данных представляют собой сложный процесс, 
требующий участия высококвалифицированного персо-
нала. Тем не менее в NGS-технологиях заложен большой 
потенциал для совершенствования диагностики лекар-
ственно-устойчивого туберкулеза.
Недавнее мультицентровое исследование, направлен-
ное на оценку эффективности полногеномного секвени-
рования при диагностике микобактериальных инфекций, 
в том числе с определением резистентности, продемон-
стрировало высокую степень совпадения с культуральны-
ми методами (93 %), а также позволило выявить вспышку 
заболевания, идентифицировав специфический, устой-
чивый к изониазиду кластер микобактерии туберкулеза. 
Кроме того, было показано, что применение для диагно-
стики секвенирования хоть и незначительно (на 7 %), но 
было более экономичным в плане материальных затрат 
[54]. Тот факт, что результаты секвенирования с опре-
делением устойчивости ко всему спектру лекарственных 
средств возможно получить в среднем в течение 5 дней, 
делают этот подход безусловным лидером среди всех су-
ществующих диагностических алгоритмов.
И хотя технологии секвенирования в настоящее время 
недоступны для большинства стран с низким и среднем 
уровнем экономики, тем не менее стоимость оборудова-
ния и реагентов продолжает падать, а технологии ― со-
вершенствоваться, и в обозримом будущем появятся воз-
можности широко распространить технологию.
Кроме того, с развитием новых схем терапии тубер-
кулеза, в том числе с применением новых препаратов, 
параллельно должны развиваться и диагностические ал-
горитмы, позволяющие своевременно выявлять случаи 
резистентности при применении новых схем. Полно-
геномное секвенирование идеально подходит для этих 
задач.
Подводя итог, можно сказать, что на современном 
этапе классическими методами микробиологической 
диагностики туберкулеза остаются микроскопия и куль-
туральные исследования, а для ускорения получения 
результатов выявления возбудителя и определения лекар-
ственной устойчивости внедрены молекулярно-генетиче-
ские методы.
Совершенствованию микробиологической диагно-
стики туберкулеза, особенно лекарственно-устойчивых 
форм, уделяется большое значение в мире. Новейшие 
разработки в области микробиологической диагностики 
туберкулеза направлены на сокращение времени полу-
чения результата анализа, повышение специфичности 
и чувствительности, снижение трудозатрат, минимиза-
цию количества манипуляций с диагностическим мате-
риалом для повышения биобезопасности, сокращение 
числа и стоимости необходимого оборудования. 
Для повышения эффективности и снижения сто-
имости обследования мировыми экспертами вносятся 
поправки в существующие диагностические алгоритмы, 
на наш взгляд, не всегда обоснованные. Так, в соответ-
ствии с последними рекомендациями, ВОЗ предлагает 
отказаться от проведения методов бактериоскопии как 
маркеров с низкой чувствительностью и неспецифич-
ного и заменить их молекулярными экспресс-тестами, 
а последующее микроскопическое исследование мазка 
мокроты для оценки бактериальной нагрузки и степени 
контагиозности пациента проводить только при полу-
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чении положительного результата молекулярного метода 
[59]. Однако именно неспецифичность бактериоскопии, 
т.е. тот факт, что она выявляет любые кислотоустойчивые 
бактерии, делает ее незаменимым методом диагности-
ки, не позволяющим пропустить случаи инфицирова-
ния нетуберкулезными микобактериями (НТМБ), вы-
зывающими микобактериоз: при применении на первом 
этапе диагностики молекулярно-генетических методов, 
образцы, отрицательные на наличие ДНК МБТ, будут ис-
ключены из исследования. Следовательно, исключение 
микроскопии из первого этапа диагностического алго-
ритма приведет к тому, что больные с микобактериозом 
выпадут из поля зрения фтизиатров или при отсутствии 
должной видовой дифференциации и с учетом при родной 
резистентности других микобактерий будут недостаточно 
диагностированы. В настоящее время нормативными 
документами регламентировано, что в непрофильных ме-
дицинских организациях обязательным диагностическим 
исследованием при подозрении на туберкулез являет-
ся микроскопическое исследование трех проб мокроты 
на наличие кислотоустойчивых бактерий, что, на наш 
взгляд, является более правильным подходом, поскольку 
положительный результат бактериоскопии при отрица-
тельном результате молекулярного теста позволяет пред-
положить присутствие нетуберкулезных микобактерий 
[5, 60].
Важно отметить, что на современном этапе развития 
диагностики ТБ определение лекарственной чувстви-
тельности возбудителя молекулярно-генетическими ме-
тодами является первоначальным этапом обследования 
больного, так как позволяет с высокой надежностью 
определять резистентность к рифампицину, изониазиду 
и фторхинолонам, что дает возможность определять поток 
больных туберкулезом с лекарственной устойчивостью на 
этапе поступления в стационар. Для полной диагностики 
необходимо применение культуральных методов, так как 
диагностическая ценность молекулярно-генетических те-
стов для определения устойчивости недостаточна для на-
значения корректного режима терапии.
С 2011 г. в отделе микробиологии ЦНИИТ был вне-
дрен алгоритм диагностики, основанный на комбина-
ции двух ускоренных методов выявления возбудителя 
и определения его лекарственной чувствительности. На 
первом этапе проводится скрининговое исследование ди-
агностического материала молекулярно-генетическими 
методами, что позволяет за 1−2 дня получить результа-
ты идентификации мутаций, связанных с устойчивостью 
к рифампицину, изониазиду и фторхинолонам, и таким 
образом установить устойчивость возбудителя к основным 
противотуберкулезным препаратам. По результатам этого 
этапа анализа происходит госпитализация больных с мно-
жественной лекарственной устойчивостью в специализи-
рованное отделение. На втором этапе проводится опреде-
ление фенотипической лекарственной чувствительности 
с использованием автоматизированной системы BACTEC 
MGIT 960. По результатам этого этапа больному назнача-
ется индивидуальная схема химиотерапии, включающая 
максимально возможное число препаратов, к которым 
сохранилась чувствительность возбудителя [33].
По итогам внедрения данного алгоритма в 2014 г. 
были разработаны методические рекомендации по совер-
шенствованию диагностики и лечения туберкулеза орга-
нов дыхания, которые затем были закреплены Приказом 
МЗ РФ № 951 от 29 декабря 2014 г. [5, 6, 61, 62].
Уже сейчас при соблюдении представленного алго-
ритма в комбинации с клиническими методами возмож-
но существенное повышение эффективности терапии 
лекарственной устойчивости туберкулеза. Так, в ЦНИИТ 
для лечения лекарственной устойчивости туберкулеза 
разработан комплексный подход, базирующийся на ран-
нем назначении химиотерапии по данным ускоренных 
методов определения лекарственной чувствительности, 
с включением в схему новейших препаратов, таких как 
линезолид, бедаквилин и последние генерации фторхи-
нолонов, а также использующий оригинальные методы 
патогенетической терапии и хирургические технологии. 
Благодаря внедрению этого подхода эффективность ле-
чения больных множественной лекарственной устойчи-
востью в ЦНИИТ в 2016 г. достигла 85,7 % (по сравнению 
с 52 % в мире и 53,8 % в среднем по РФ), а с широкой 
лекарственной устойчивость ТБ ― 79,4 % (по сравнению 
с 28 % в мире) [3].
Однако, несмотря на достигнутые успехи в терапии, 
необходимо и дальше совершенствовать диагностику 
лекарственной устойчивости туберкулеза. Учитывая, 
что, по нашим данным, отмечается неблагоприятная 
динамика расширения спектров лекарственной ре-
зистентности возбудителя туберкулеза, возможность 
определения лекарственной устойчивости молекуляр-
но-генетическими методами лишь к 3 препаратам пред-
ставляется явно недостаточной [63]. Актуальна разра-
ботка новых молекулярных отечественных тест-систем, 
позволяющих с высокой достоверностью определять 
лекарственную устойчивость к широкому спектру про-
тивотуберкулезных препаратов 1-го и 2-го ряда для 
максимально раннего назначения адекватной химио-
терапии.
Заключение
Итак, целесообразно ли внедрять на современном 
этапе в диагностику туберкулезадорогостоящие техноло-
гии секвенирования? По нашему мнению целесообразно, 
начиная с ведущих центров фтизиатрии. Здесь уместно 
будет вспомнить, что когда в 1995 г. по инициативе 
академика А.Г. Хоменко на базе отдела микробиологии 
ЦНИИТ была создана лаборатория молекулярно-генети-
ческой диагностики туберкулеза, метод ПЦР в то время 
представлялся дорогим и многими воспринимался скеп-
тически, пока не была наработана достаточная доказа-
тельная база. Постепенное удешевление ПЦР-технологий 
и внедрение отечественных разработок сделало ПЦР-
диагностику туберкулеза, в том числе с лекарственной 
устойчивости, одной из самых распространенных в Рос-
сийской Федерации.
Кроме того, своевременное внедрение молекулярных 
технологий в ЦНИИТ в сотрудничестве с другими ис-
следовательскими центрами способствовало созданию 
первых в мире тест-систем для диагностики лекарствен-
ной устойчивости туберкулеза: биочипы были созданы 
и внедрены в диагностический процесс в начале 2000-х, 
а мультиплексная ПЦР для определения устойчивости 
к рифампицину и изониазиду ― в 2010 г. (приблизитель-
но на 5 лет раньше, чем в других странах).
Также надо отнестись и к технологиям NGS и уже 
сегодня внедрять их в диагностическую практику на 
базе микробиологических лабораторий крупных фтизи-
атрических центров. И тогда, по мере развития и усовер-
шенствования, технологии NGS в перспективе получат 
широкое распространение. Быстрое, в течение несколь-
ких дней, получение в одном тесте полной информации 
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о возбудителе будет способствовать совершенствованию 
диагностики туберкулеза и, как следствие, повышению 
эффективности терапии, а также углублению знаний 
о биологических свойствах возбудителя туберкулеза, что 
выведет мероприятия по контролю за туберкулезом на 
новый уровень.
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